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Antlcorps monoclonal recorablnat anti-Rhesus D (D7C2) 

La presente Invention est relative a 
5 I'obtention en cellules d'insecte, d'un anticorps 
monoclonal recombinant anti-Rhesus D. 

On designe communement sous le terme "Rhesus 
positif, ou "Rh-positif " les ' sujets dont les hematies 
sont agglutinees par des allpanticorps diriges contre 
10 l'antigene D (qui est l'un des antigenes du systeme RH) , 
et sous le terme "Rhesus negatif", ou "Rh-negatif ■ les 
sujets dont les hematies ne sont pas agglutinees par ces 
alloanticorps . 

La maladie hemolytique du nouveau ne est due 
15 dans la majorite des cas, a la presence, chez une mere 
Rh-negatif, d' alloanticorps anti-RhesusD (l'allo- 
immunisation contre d'autres antigenes du systeme RH est 
beaucoup plus rare), qui provoquent chez un foetus Rhesus 
positif une anemie hemolytique qui va necessiter, soit 
20 des transfusions in utero, soit une exsanguino- 
transfusion a la naissance dans les cas graves. 

L' allo-immunisation de la mere intervient 
g^neralement lors d 1 un accouchement precedent ; des 
hematies foetales passent dans la circulation maternelle, 
25 et induisent une immunisation si 1* enfant est Rh-positif . 

La prevention de la maladie hemolytique du 
nouveau ne consiste en 1' injection d' anticorps anti- 
Rhesus D, aux femmes Rhesus negatif, immediatement apres 
un accouchement ou une interruption de grossesse. 
' 30 Actuellement, les anticorps anti-Rhesus 

utilises dans ce but sont des immunoglobulines 
polyclonales provenant de donneurs volontaires Rhesus 
negatif, immunises a plusieurs reprises contre des 
hematies Rh-positif. 
35 Ceci pose des problemes, d'une part du fait de 

la necessite de disposer de volontaires en nombre 



WO 96/07740 



PCT/FR95/01143 



2 

suffisant pour repondre aux besoins, et d' autre part du 
fait des risques de contamination par des virus ou autres 
pathogenes qui pourraient etre presents dans les 
preparations d' immunoglobulines obtenues a partir du sang 

5 des volontaires. 

Cependant, ce mode de production n*a a l'heure 
actuelle aucune alternative. En effet, bien qu'il existe 
des essais de culture de lignees lymphoblastoldes, issues 
de lymphocytes B trans formes par le virus Epstein-Barr, 

10 et secretant des anticorps monoclonaux, aucun produit 
obtenu a partir de ce type de cultures n'a regu 
1 1 autorisation de mise sur le march6 du fait des risques 
inpliques par 1 ' utilisation du virus Epstein-Barr. 

Afin d'obtenir une source d' immunoglobulines 

15 anti-Rhesus D ne presentant pas les inconvenients des 
immunoglobulines utilisees jusqu'a present, les 
Inventeurs se sont fixe ^pour but la production d'un 
anticorps monoclonal humain anti-Rhesus recombinant dans 
des cellules d'insecte, en utilisant un vecteur 

20 d 1 expression derive d'un baculovirus. 

Dans ce but les Inventeurs ont d'abord 
selectionne une lignee produisant un anticorps monoclonal 
anti-Rhesus D, denomme D7C2. Cet anticorps appartient a 
la classe des IgM, agglutine les hematies de phenotype 

25 Rhesus courant, les Rhesus faibles, et la plupart des 
Rhesus partiels a l 1 exception des ; cet anticorps se 

lie a un polypeptide de 30 a 32 Kda de la membrane des 
hematies . 

Les Inventeurs ont ensuite clon6 les sequences 
30 codant pour les regions variables des chaines lourde (H) 
et legere (L) de D7C2, et ont construit des cassettes 
d' expression permettant 1' expression de chacune desdites 
sequences sous controle d'un promoteur fort de 
baculovirus . 
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La presente Invention a pour objet un fragment 
d'ADN, caracterise en ce qu'il est choisi dans le groupe 
constitue par : 

- un friagment d'ADN qui comprend une sequence 
5 qui code pour la region variable de la chaine legere de 

1 ' anticorps monoclonal D7C2 ; 

- un fragment d'ADN qui comprend tine sequence 
qui code pour la region variable de la chaine lourde de 
1' anticorps monoclonal D7C2. 

10 Par : "sequence qui code pour la region 

variable de la chaine legere de 1 ' anticorps monoclonal 
D7C2", on entend en particulier la sequence identifi^e 
dans la liste de sequences en annexe sous le numeros 
SEQ ID NO : 1 , qui code pour le polypeptide SEQ ID NO : 2 . 

15 Par : "sequence qui code pour la region 

variable de la chaine lourde de 1' anticorps monoclonal 
D7C2", on entend en particulier la sequence SEQ ID NO: 3 
qui code pour le polypeptide SEQ ID NO: 4. 

Cependant, il apparaitra a l'homme de I'art 

20 que cette definition englobe egalement des sequences 
fonctionnellement equivalentes aux sequences SEQ ID NO: 1 
et SEQ ID NO: 3, a savoir, en particulier : 

- toute sequence codant pour les polypeptides 
SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 4, et egalement 

25 - des sequences codant pour des polypeptides 

qui peuvent differer des polypeptides SEQ ID NO: 2 et 
SEQ ID NO: 4 par quelques acides amines, a condition que 
cette variation ne se situe pas au niveau d'une sequence 
peptidique impliquee dans la reconnaissance de 1' epitope. 

30 Ceci englobe par exemple une sequence codant 

pour un polypeptide dont la sequence differe de celle du 
polypeptide SEQ ID NO: 4 par le remplacement du residu 
Thr en position 23, par un residu Ala, ce qui resulte du 
remplacement d' un A en position 67 dans la sequence 

35 SEQ ID NO: 3, par un G. 
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Des sequences fonctionnellement equivalentes 
aux sequences SEQ ID NO: 1 et SEQ ID NO: 3, sont 
egalement des sequences resultant d'une modification des 
extremit^s de celles-ci en vue d'y creer des sites de 
5 restriction, ou de modifier ou supprimer ceux qui y sont 
presents. Ceci englobe par exemple une sequence codant 
pour un polypeptide dont la sequence differe de celle du 
polypeptide SEQ ID NO: 2 par le remplacement des trois 
premiers residus, Asp-Ile-Glu, par les residus Gln-Ser- 

10 Val, ce qui resulte du remplacement d'un A en position 67 
dans la sequence SEQ ID NO: 3, par tin G. 

La presente Invention a egalement pour objet 
une cassette d' expression comprenant une sequence codant 
pour la region variable de la chaine legere de 

15 1 1 anticorps monoclonal D7C2 , ou une sequence codant pour 
la region variable de la chaine lourde de 1' anticorps 
monoclonal D7C2, laquelle sequence est placee sous 
contr61e transcriptional d'un promoteur approprie. 

Selon un mode de realisation pr^fere de la 

20 presente Invention, ledit promo teur est un promo teur de 
baculovirus - 

A titre d' exemple de promoteurs de baculovirus 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 
Invention, on citera les promoteurs de la polyedrine et 
25 de P10 des baculovirus AcMNPV ou SlMNFV, ou des derives 
de promoteurs de baculovirus, constitues par des 
promoteurs synthetiques ou recombinants, obtenus a partir 
d'un promoteur de baculovirus, et fonctionnels en 
cellules d'insectes, tel que par exemple celui decrit par 
30 WANG et al, [Gene, 100, 131-137, (1991)]. 

Une cassette d' expression conforme a ce mode 
de realisation comprend par exemple: 

- un promoteur de baculovirus, tel que defini 

ci-dessus ; 

35 - une sequence codant pour un peptide signal 

de secretion ; 
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- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine legere de l'anticorps monoclonal D7C2 et une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
legere d'une immunoglobuline ; ou 
5 - une sequence codant pour le domaine variable 

de la chaine lourde de l'anticorps monoclonal D7C2 et une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
lourde d'une immunoglobuline. 

Un grand nombre de sequences codant pour des 

10 peptides signal fonctionnels en cellules d'insecte sont 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 
Invention. A titre d'exemple non limitatif, on citera les 
sequences codant pour les peptides signal de 
1' acetylcholinesterase de Drosophile, de la 

15 trophoblastic ovine, ainsi que les sequences codant pour 
les peptides signal des chaines H et L d' immunoglobulines 
murines ou humaines , etc . . . 

Chacune des cassettes conformes a 1' invention 
permet 1 ' expression, soit de la chaine legere. soit de la 

20 chaine lourde, d'un anticorps recombinant, denomme ci- 
apres r-D7C2, possedant la specif icite de l'anticorps 

monoclonal D7C2. 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
realisation, les sequences codant pour les domaines 
25 constants des chaines legeres et lourdes 
d' immunoglobuline sont des sequences d'origine humaine. 

On peut choisir la sequence codant pour le 
domaine constant de la chaine legere parmi les sequences 
codant pour les domaines. constants des chaines legeres 

30 kappa (K) et lambda (X) . 

On peut choisir la sequence codant pour le 
domaine constant de la chaine lourde parmi les sequences 
codant pour les domaines constants des chaines lourdes fL. 
12, y3, Y 4 ' a ' E ' et V- 00 peut ainsi obtenir ^ticorps 

35 recombinant appartenant a la classe d' immunoglobuline 



1 
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(IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM) que l'on 
souhaite . 

Tres avantageusement , on choisira une sequence 
codant pour le domaine constant Cy d'une chaine lourde 
5 L'anticorps recombinant r-D7C2 obtenu de la sorte, 
appartient a la classe des IgG, et sera denomme ci-apres 
r-IgG-D7C2. 

Les sequences codant pour la chaine legere et 
pour la chaine lourde d'un anticorps r-IgG-D7C2, 

10 d'isotype IgGl, sont respectivement representees dans la 
liste de sequence en annexe sous les numeros SEQ ID NO: 5 
et SEQ ID NO: 7 ; les sequences polypeptidiques 
correspondantes portent les numeros d' identification 
respectifs SEQ ID NO: 6 et SEQ ID NO: 8. 

15 La presente Invention a egalement pour objet 

des vecteurs recombinants, portant au moins une cassette 
d* expression telle que definie ci-dessus ; dcins ce cadre, 
la presente Invention englobe en particulier des 
baculovirus recombinants permettemt 1' expression de 

20 l'anticorps r-D7C2, ainsi que des plasmides de transfert 
permettant la construction desdits baculovirus 
recombinants . 

Les plasmides de transfert conformes a 
1' invention portent un insert comprenant : line cassette 

25 d 1 expression telle que definie ci-dessus, et de part et 
d* autre de cette cassette, des sequences de baculovirus 
homologues de celles des regions flanquant la portion du 
genome viral en remplacement de laquelle on souhaite 
inserer ladite cassette. 

30 Selon un mode de realisation prefere des 

plasmides de transfert conformes a la presente Invention, 
lesdites sequences de baculovirus sont homologues de 
celles des regions flanquant le gene de la plO, ou 
homologues de celles des regions flanquant le gene de la. 

35 po ly 6dr ine . 
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Selon une disposition particulierement 
avantageuse de ce mode de realisation, la cassette 
d' expression contenant le gene codant pour la chaine 
legere de l'anticorps r-D7C2 est flanquee des regions 
5 entourant le gene de la polyedrine dans le baculovirus 
sauvage, et la cassette d' expression portant le gene 
codant pour la chaine lourde de I'anticorps. r-D7C2 est 
flanquee des regions entourant le gene P10 dans le 
baculovirus sauvage. 

10 Schematiquement , la construction des plasmides 

de transfert conformes a 1' invention se fait en inserant 
dans un plasmide capable de se repliquer chez un bote 
bacterien (en general E. coli) , la region du gene de 
baculovirus (par exeraple plO ou polyedrine, ou tout autre 

15 locus du baculovirus) a la place duquel on souhaite 
inserer les genes codant pour les chaines H ou L 
d' iinmunoglobuline . Dans cette region, la sequence codante 
du gene de baculovirus (et eventuellement la sequence 
promoteur dudit gene) est remplacee par la sequence 

20 codant pour la chaine d* iinmunoglobuline a exprimer (et 
eventuellement par la sequence du promoteur sous contr61e 
duquel on souhaite exprimer cette chaine 
d* iinmunoglobuline, s ' il s'agit par exen$>le d'un promoteur 
"derive"). Le plasmide de transfert ainsi obtenu contient 

25 done un insert comprenant une sequence heterologue 
(sequence d'une chaine de l'anticorps r-D7C2) flanquee de 
sequences de baculovirus. 

Pour permettre 1' expression simultanee de la 
chaine lourde (chaine H) et de la chaine legere (chaine 

30 L) et leur reassociation pour former la molecule 
d'anticorps recombinant, les Inventeurs ont insere les 
deux cassettes sur un meme vecteur d' expression. lis ont 
ainsi obtenu un baculovirus double recombinant dans 
lequel la sequence codante de chacune des chaines H et L 

35 est sous le contrSle d'un promoteur fort. 
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Un baculovirus recombinant conforme a 
1' Invention, permettant 1* expression de l'anticorps 
r-D7C2, peut etre construit selon le principe suivant : 

- 1 1 on prepare separement deux plasmides de 
5 transfert, tels que definis ci-dessus : un pour la chaine 
H, et un pour la chaine L. 

On cotransfecte ensuite les cellules d'insecte 
avec 1 ' ADN des vecteurs de transfert ainsi realises et 
I'ADN du baculovirus. Cette cotransf ection est effectuee 

10 en deux e tapes : 

Le plasmide de transfert contenant la cassette 
d 1 expression pour le gene de la chaine legere flanquee 
des regions entourant le gene de la polyedrine dans le 
baculovirus sauvage, est utilise, avec l'ADN- de 

15 baculovirus sauvage AcMNPV, pour cotransf ecter des 
cellules d'insecte en culture. 

Par recombinaison homologue entre 1' ADN viral 
et le plasmide, les sequences codantes de la chaine 
legere de 1 • immunoglobuline recombinant e sont transferees 

20 dans le genome viral. 

Apres replication de 1 'ADN viral dans les 
cellules transfectees, l'on procede a la selection des 
baculovirus recombinants ayant integre la sequence de la 
chaihe legere de 1 ' immunoglobuline recombinante . 

25 Ces baculovirus recombinants sont selectionnes 

selon deux criteres : leur incapacite a produire des 
polyedres et leur capacite a exprimer la chaine legere. 

La Figure 1 illustre l'obtention du 
baculovirus exprimant la chaine legere lambda de 

30 l'anticorps recombinant r-IgG-D7C2. 

Dans une de\ixieme etape, les cellules sont 
cotrans fee tees avec 1 'ADN du baculovirus recombinant 
obtenu £ 1' issue de la premiere etape, et avec celui du 
plasmide de transfert contenant la cassette d 1 expression 

35 portant le gene codant pour la chaine lourde de 
1 • anticorps recombinant r-D7C2 flanquee des regions 
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entourant le gene P10 du baculovirus. Par recombinaison 
homologue , comme precedemment , le gene de la chaine 
lourde est trans fere dans l'ADN viral. 

L'on selectionne alors les virus double- 
5 recombinants qui sont capables de produire simultanement 
une chaine lourde et une chaine legere d' immunoglobulins. 
La detection de la chaine lourde et de la chaine legere 
d' immunoglobuline est effectuee par ELISA. 

La Figure 2 illustre cette deux i erne etape qui 

10 permet d'obtenir un baculovirus exprimant la chaine 
legere lambda et la chaine lourde gamma de l'anticorps 
recombinant r-IgG-D7C2. 

La pr6sente Invention a pour objet un 
baculovirus recombinant caracterise en ce qu'il 

15 comprend au moins une cassette d* expression, telle que 
definie ci-dessus, conqprenant une sequence codant tout ou 
partie de la chaine H ou une sequence codant pour tout ou 
partie de la chaine L de l'anticorps r-D7C2, laquelle 
sequence est placee sous controle transcriptional d'un 

20 promoteur fort de baculovirus* 

Selon un mode de realisation d'un baculovirus 
recombinant conforme a 1' invention il comprend une 
cassette d' expression comprenant la sequence codant pour 
la chaine H et une cassette d' expression comprenant la 

25 sequence codant pour la chaine L, de l'anticorps 
monoclonal r-D7C2, 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
realisation, le promoteur controlant la transcription de 
la sequence codant pour la chaine L de 1 ' anticorps 

30 monoclonal r-D7C2, et le promoteur controlant la 
transcription de la sequence codant pour la chaine H de 
l'anticorps monoclonal r-D7C2, sont deux promoteurs 
dif ferents. 

Selon une modalit6 avantageuse de cette 
35 disposition, l'un dedits promoteurs est situe a 
1 ■ emplacement occupe chez le baculovirus sauvage, par le 
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promoteur de la polyedrine et 1' autre est situe a 
replacement occupe chez le baculovirus sauvage, par le 

promoteur de la PlO. 

Selon encore une autre modalite avantageuse de 
5 cette disposition, I'un des promoteurs est le promoteur 
de la polyedrine ou I'un de ses derives, et 1' autre est 
le promoteur de la plO ou I'un de ses derives. 

Avantageusement, le promoteur controlant la 
transcription de la sequence codant pour la chaine legere 
10 de I'anticorps r-D7C2 est le promoteur de la polyedrine 
ou I'un de ses derives, et le promoteur controlant la 
transcription de la sequence codant pour la chaine lourde 
de I'anticorps r-D7C2 est le promoteur de la PlO ou I'un 
de ses derives. 

15 selon une autre disposition de ce mode de 

realisation, la sequence codant pour le peptide signal 
associ6 a la chaine L de I'anticorps monoclonal r-D7C2, 
et la sequence codant pour le peptide signal associe a la 
chaine H de I'anticorps monoclonal r-D7C2, sont deux 

20 sequences differentes. 

Un baculovirus recombinant confonne a 
1' Invention, qui comprend une cassette d' expression 
comprenant la sequence codant pour la chaine X et une 
cassette d' expression comprenant la sequence codant pour 

25 la chaine 7I de I'anticorps monoclonal r-IgG-D7C2, a ete 
depose le 19 aout 1994, aupres de la C.N. CM. (Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes, tenue par 
l'Institut Pasteur, 25 rue du Docteur ROUX, Paris), sous 

le numero 1-1468. 
30 La presente Invention englobe egalement des 

cellules d'insecte infectees avec un baculovirus 

recombinant conf orme a 1' invention. 

L' expression et la production de I'anticorps 

monoclonal recombinant r-D7C2 est obtenue in vitro dans 
35 des cellules d'insecte conformes a 1' invention. 
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L' infection des cellules par un baculovirus 
double recombinant conforme a 1' Invention resulte dans la 
production simultanee des chaines H et L. Ces chaines 
s ' assemblent pour reconstituer l , anticorps monoclonal 
5 recombinant r-D7C2 qui est par la suite secrete dans le 
milieu de culture. « 

La presente Invention a egalement pour objet 
un proc6de de preparation d*un anticorps monoclonal 
recombinant, caracterise en ce qu'il comprend une etape 
10 au cours de laquelle l'on cultive des cellules d'insecte 
infectees avec un baculovirus recombinant conforme a 
1' invention, et une etape au cours de laquelle l'on 
obtient ledit anticorps a partir du milieu de culture. 

La presente Invention a egalement pour objet 
15 un anticorps monoclonal recombinant, caracterise en ce 
que ses domaines variables ont la sequence des domaines 
variables de !• anticorps monoclonal D7C2 ; ceci englobe 
en particulier les preparations d' anticorps monoclonal 
recombinant r-D7C2 susceptibles d'etre obtenues par le 
20 procede conforme a 1' invention, d£fini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation prefere de 
1' anticorps monoclonal recombinant r-D7C2, il appartient 
4 la classe des IgG. 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
25 realisation, ledit anticorps r-D7C2 est d'isotype IgGl. 

Un anticorps recombinant conforme a 
1" Invention peut §tre utilise pour le diagnostic, ou pour 
la therapeutique. Une utilisation particulierement 
interessante concerne 1'obtention de medicaments destines 
30 a la prevention de la maladie hemolytique du nouveau-ne. 

Dans ce but, on utilisera en particulier, un 
anticorps recombinant r-IgG-D7C2, de classe IgG, qui 
poss&de une activite effectrice ADCC, dont est depourvu 
1' anticorps parental D7C2, qui est une IgM. 
35 La production d'un anticorps monoclonal anti- 

Rhesus D en cellules d'insecte permet d'eviter les 
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risques et les problemes lies a 1* immunisation de 
volontaires masculins Rh-D negatifs par injection de 
globules rouges humains RhD positifs, et de diminuer les 
risques de contamination par des virus ou autre 
5 pathogenes qui pourraient etre presents dans les 
preparations d' immunoglobulines extraites du sang des 
volontaires . 

En outre, ce mode de production presente les 

avantages suivants : 

IQ - securite pharmaceutique : 1* utilisation de 

lignees cellulaires d'insecte et de baculovirus ne 

comporte pas le risque de virus advent ices ou d' oncogenes 

qui se presente lorsque l'on utilise des lignees 

humaines ; 

15 - standardisation du procede de production, et 

du produit qui en est issu ; 

source d' approvisionnement en quantite 

quasi-illimitee . 

La presente Invention sera mieux comprise & 
20 l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere . a des exemples de preparation de baculovirus 
recombinants conformes a 1' invention, et a leur 
utilisation pour la production d'un anticorps recombinant 
d'isotype IgGl, denomme ci-apres r-IgG-D7C2, dans des 
25 cellules d'insectes. 

11 doit etre bien entendu toutefois que ces 
exenples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
I'objet de 1' Invention dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
30 Example 1. : Obtontion de 1" anticorps D7C2, et 

clonage des chaines lourdes et 16geres* 

ft ) nescrn ntion de 1 ' anticorps P7C2 ; 
La lignee humaine D7C2 a ete obtenue apres 
immortalisation par le virus Epstein-Barr de lynqphocytes 
35 de sang peripherique provenant d'un donneur Rhesus 
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negatif (dce/dce) immunise a 5 reprises avec des hematies 
Rhesus positif (DCe/DCe) . 

L'anticorps secrete par cette lignee est 
d'isotype IgM. Cet anticorps qui sera denomme ci-apres 
5 IgM-D7C2, agglutine les hematies de phenotype Rhesus 
positif DCcee; DCCee, DccEE, Dccee, et n' agglutine pas 
les hematies Rhesus negatif ddccee, ddCcee, ddccEe. II 
agglutine les rhesus faibles, et la plupart des rhesus 
partiels (agglutination de DUIa, DIIIc, DIVa, DVa, DVc, 

10 DVII, et Rh33), a 1' exception des DVI. II agglutine les 
hematies LW(a-b+) , et n 1 agglutine pas les hematies r G et 
Rhmod. Les tests d' immuno-precipitation effectues sur des 
preparations de membranes de globules rouges Rhesus 
positif DCe/DCe solubilisees au TRITON X-lOO ont montre 

15 une liaison de l'anticorps IgM-D7C2 avec un polypeptide 
de 30 a 32 Kda environ. 

B) Clonaa e et secnienraae des parties variables 
A* 1* rhaine lourde et de la chaine leqere 

L'ARN total est extrait des cellules du clone 

20 D7C2 par le thiocyanate* de guanidine, puis precipite a 
1 ' isopropanol. Apres elimination de l'ADN par digestion a 
la DNAse, I'ARN est precipite par NaCl (concentration 
finale 0,2M) 

L'ADNc est synthetis6 a partir de l|lg d'ARN 
25 par transcription inverse, en utilisant une amorce oligo- 
dT. 

les parties variables des chaines lourdes (VH) 
et legeres (VL) sont amplifiees par ACP (amplification en 
chaine par polymerase) a partir de l^g d'ADNc simple 
30 brin, en utilisant la Taq DNA polymerase. 

Les amorces utilisees sont les suivantes : 

* Pour VH : . 

VH1 (SEQ ID NO : 9) : 

CCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG ; 
35 VH2 (SEQ ID NO : 10) : 

TCCTGCGCTGGTGAAAGCCACACA ; 
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VH3 (SEQ ID NO : 11) : 
GGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA ; 
VH4a (SEQ ID NO : 12) : 
TCGG AG AC C CTGTCCCTCAC CTG CA ; 
5 VH4b (SEQ ID NO : 13) : 

CGCTGTCTCTGGTTACTCCATCAG ; 
VH5 (SEQ ID NO : 14) : 
GAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAA ; 
VH6 (SEQ ID NO : 15) : 
!0 CCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG ; 

* Pour VI* : 

VXFW1 (SEQ ID NO : 16) : 
CAGTCTGTGCTGACTCAG ; 
CX (SEQ ID NO : 17) : 
1 5 CACACYAGTGTRGCCTGGTT . 

Trente cycles d 1 amplification sont ainsi 

ef f ectues. 

Apres phosphorylation, le fragment amplifie 
est purifie sur gel d' agarose, puis ligature dans le 
20 plasmide PTZ18R. Le plasmide obtenu est utilise pour 
transformer Escherichia coli KLl blue. 

La selection * des bacteries transf ormees est 
faite par un test de resistance a 1 ' anpicilline. 

La sequence nucleotidique des inserts des 
25 vecteurs plasmidiques respectivement denommes PTZ-V L D7C2 
et PTZ-V H D7C2 est determinee a l'aide du kit de 
sequencage PROMEGA. 

La sequence codant pour la region variable de 
la chaine legere de 1 ' anticorps monoclonal hximain IgM- 
30 D7C2 est representee dans la liste de sequence en annexe 
sous le numero SEQ ID NO : 1 ; la sequence polypeptidique 
correspondante est representee dans la liste de sequence 
en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2. 

La sequence codant pour la region variable de 
35 la chaine lourde de 1* anticorps monoclonal humain IgM- 
D7C2 est representee dans la liste de sequences en annexe 
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sous le numero SEQ ID NO : 3 ; la sequence polypeptidigue 
correspondante est representee dans la liste de sequence 
en annexe sous le numero SEQ ID NO : 4, 

Les emplacements des CDR (regions deteminant 
5 la complementarite) sont indiques dans les 
caracteristiques des sequences SEQ ID NO : 1 et 
SEQ ID NO : 3 . 

Example 2 : • Construction de plasmides de 
transfert portant les sequences variables de D7C2 
10 A) PLASMIDE DE TRANSFERT POUR LA CHAINE LEGERE 

. LAMBPA ; 

1) Qbtention du plasmide pBCX, 
a- Plasmide pGmAcll6T : 

Ce vecteur est derive du plasmide pGmAcllST 
15 [ROYER et al., J. Virol., 66, 3230-3235, (1992)], lui- 
meme derive du plasmide pAcl [CHAABIHI et al., J. Virol., 
67, 2664-2671 (1993)] contenant le fragment EcoRI-I du 
baculovirus de la polyedrose nucleaire d' Autographs 
californica (AcMNPV) , et done le gene polyedrine, et les 
20 sequences flanquant ledit gene. Pour obtenir pGmAcll6T, 
le plasmide pGmAcllST a ete delete d'un fragment de 
1900pb allant d'un site Eco RI situe en amont du gene 
polyedrine a un site Xho l situe 1900pb en aval de ce site 
Eco RI. 

25 5 \lg du plasmide pGmAcllST ont 6t6 digeres 

pendant 2 heures a 37 *C par 15 unites d 1 enzyme Xho l 
(BOEHRINGER) , dans un volume react ionnel de 50 111 et dans 
les conditions preconisees par le fournisseur. Apres 
extraction au phenol/chloroforme, l'ADN plasmidique a ete 

30 precipite a I'alcool. Get ADN a ete ensuite partiellement 
coupe par EcoR I (BOEHRINGER) dans un volume reactionnel 
de 50 p.! en presence de 0,5 unite d 1 enzyme. L' incubation 
a ete faite a 37 *C pendant 20 minutes. Apres une nouvelle 
extraction au phenol/chloroforme, les extremites generees 

35 par les coupures Xho l et EcoR I ont ete r endues tranches 
par 1' enzyme de Klenow (BIOLABS) en presence des 4 dNTPs 
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selon le protocole preconise par le fournisseur. L'ADN 
plasmidique a enfin ete precipite a l'alcool et incube 
avec la ligase du phage T4 (BOEHRINGER) dans les 
conditions preconisees par le fournisseur. 
5 Des bacteries E. coli conpetentes ont ete 

transformees par une partie du, melange de ligation ; le 
criblage des colonies issues de cette transformation a 
permis de selectionner le plasmide pGmAcll6T. Ce plasmide 
contient un site Balll en aval du promoteur de la 
10 polyedrine. 

b- Peptide signal : 

La sequence codante choisie pour le peptide 
signal a ete synthetisee chimiquement sous forme de deux 
oligonucleotides complementaires ayant des extremites 

15 permettant l 1 insertion du duplex dans un site EalH. Pour 
l'appariement, 15 \xg de chacun des deux oligonucleotides 
sont incubes dans 50 ^1 de tampon (Tris 1 mM pH 7,5, EDTA 
0,1 mM) , pendant 5 minutes dans un bain marie a 70 *C. Le 
bain est ensuite laisse refroidir jusqu'a temperature 

20 ambiante (22 a 25 *C) . Le produit d ' appar iement est 
utilise directement dans les reactions de ligation avec 
le plasmide pGmAcll6T prealablement coupe par BaLII- 

Les conditions de ligation sont les 

suivantes : 

25 ip.g du plasmide pGmAcll6T coupe par SalU ; 

l^ig de 1' oligonucleotide bicatenaire portant la sequence 
codant pour le peptide signal ; 2fil de tampon ligase 10X 
(BOEHRINGER) ; eau distillee q.s.p. 19jll ; 1 unite (ljll) 
de ligase (BOEHRINGER). L' incubation est effectuee a 22 

30 pendant 2 heures ? le produit de ligation est utilise 
pour transformer des bacteries E.coli competentes. 
c- Region const ante CX : 

La sequence codante de la region constante de 
la chaine legere X hximaine a ete amplifiee par ACP en 
35 utilisant comme matrice de l'ADNc de lymphocytes B 
humains. Les lymphocytes humains (environ 5xl0 8 ) ont ete 
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prepares a partir de 200 ml de sang en utilisant 
HISTOPAQUE® (SIGMA). L'ARN total a ete extrait de ces 
lyirphocytes en utilisant un kit PHARMACIA (RNA extraction 
kit). Le premier brin d'ADNc a ete prepare a partir de 
5 l'ARN total a l'aide du kit "First-Strand cDNA synthesis 
kit" de PHARMACIA. 

L'airplification par ACP de la region CX a ete 
realisee en presence de 1 ' amorce OPP-HuCX3 ' 
conplementaire de l'extremite 3* des regions CX et 
10 apportant le site de restriction lalll et de 1' amorce 
OPP-HuCJlS' complementaire de l'extremite 5' des regions CX 
et apportant le site de restriction XhQl. 

Les sequences des deux amorces sont les 

suivantes : 
15 *OPP-HuCX3 l (SEQ ID NO : 18) : 

5 ' -CCT GTC AGA TCT ATG AAC ATT CTG TAG GGG-3 1 

(site Bal ll souligne) 

*OPP-HuCX5' (SEQ ID NO : 19) : 

5 1 -CCG CCC TCC CTC GAG CTT CAA-3 ' 
20 (site Xhol souligne) 

Le produit de 1 ' amplification a et£ digere par 

Ball I et Xho l avant d'etre clone dans les sites 22i&I- 

Bal ll du plasmide pGmAc portant la sequence codant pour 

le peptide signal. 
25 La composition du melange de ligation est la 

suivante : 

l|ig du plasmide pGmAc coupe par filfil et 
Bai n ; 200 ng du fragment CX amplifie et digere par 
Bain et Xho l, 2\il de tampon ligase 10X (BOEHRINGER) , eau 
30 distillee q.s.p. 19»il, 1 unite de ligase 

(BOEHRINGER) . 

L 1 incubation est effectuee a 22 *C pendant 
2 heures ; le produit de ligation est utilise pour 
transformer des bacteries E.coli conpetentes . 
35 Le plasmide obtenu est d^nomme pBCX. 
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p.) Clonagp de la region variable de la chaine 

h d€ P7C2 

Le clonage de la region variable de la chaine 
legere K de l'anticorps monoclonal humain IgM-D7C2 a ete 
5 realise de la maniere suivante : 

La- region variable A, de l'anticorps monoclonal 
IgM-D7C2 a ete amplif iee par ACP en utilisant : 

- comme ma trice, l'ADN du plasmide PTZ-V L D7C2 
decrit a 1'exemple 1 ci-dessus, qui porte la region 
10 variable de la chaine legere de l , anticorps monoclonal 
IgM-D7C2 ; 

une amorce representant une sequence 
consensus a I'extremite 5' des genes V L humains (OPP- 
HuVX.5 ' ) , et une autre amorce complementaire de la region 
15 5' de la sequence codant pour la region constante lambda 
(OPP-HuVX3 1 ) , et qui permet d 1 amplifier toute region 
variable de chaine X) . 

Ces amorces apportent en outre respect ivement 
les sites de restriction enzymatiques et Xhal. 

20 Les sequences nucleotidiques de ces amorces 

sont les suivantes : 

* OPP-HuVXS' (SEQ ID NO : 20) : 
5* -CA (GC ) TCTSASCTCAC (GT) CAG- 3' 
(site Sac I souligne) 
25 L 1 utilisation de cette amorce provoque la 

modification de la sequence Gln-Ser-Val des trois 
premiers aminoacides de la charpente 1 de l'anticorps 
parental IgM-D7C2 en Asp-Ile-Glu dans l ( anticorps 
recombinant . 

30 * OFP-HuVA.3' (SEQ ID NO : 21) : 

5' -TTGAAG CTCGAGG GAGGGCGGGAA- 3' 
(site Xhol souligne) 

La composition du melange d' amplification est 
la suivante : 

35 io \il de tampon 10X de 1 * ADN polymerase ; 

100 ng de plasmide PPTZ-V L D7C2 ; 4 ^il du melange de 
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deoxynucleotides (melange contenant 5 mM dATP + 5 mM dCTP 
+ 5 mM dGTP + 5 mM dTTP , BOEHRINGER ) ; 2 mM MgS04 ; 
1000 pmoles de 1' amorce OPP-HuVA.5 1 et 200 pmoles de 
1' amorce OPP-HuVX3 ' ; 1 ill d'ADN polymerase thermostable, 
5 et eau distillee q.s.p, 100 Jil. 

L ' amplification a ete realisee en 30 cycles 
successifs d' incubation a 95 "C pendant 30 secondes, 40 # C 
pendant 30 secondes, et 72 *C pendant 30 secondes, puis a 
ete suivie d'une incubation a 72 *C pendant 10 minutes. 

10 L' amplification a permis d'obtenir un fragment 

d' environ 3 60 pb contenant la region variable V L de 
1 1 anticorps D7C2 ainsi que la sequence codant pour les 16 
premiers acides amines de la region constante humaine X. 

Apres amplification de la region V L , une 

15 digestion par les enzymes Sac I et Xhol du produit 
d' amplification a ete realisee et le fragment obtenu a 
ete insere entre les sites Sac I et Xho l du plasmide pBCA, 
pour donner le plasmide pBXD7C2. La composition du 
melange de ligation est la suivante : 

20 2 de tampon 10X pour la T4-DMA ligase 

(BOEHRINGER) ; 100 ng du fragment V L D7C2 traite par les 
enzymes Sac I et Xho l. 1 jil du plasmide pBCX coupe par Sac I 
et 22iqI ; 1 ^ll de ligase (1 unite), et eau distillee 
q.s.p. 20 |ll. 

25 L' incubation est effectuee a 16 *C pendant 

8 heures puis le produit de ligation est utilise pour 
transformer des bacteries E. coli comp^tentes. 

Les etapes de construction du plasmide pBXD7C2 
sont representees a la Figure 1. 

30 La sequence de 1' insert du plasmide pB^D7C2 

qui code pour la chaine legere lambda d'un anticorps 
r-D7C2, et pour le peptide signal, est representee dans 
la liste de sequence en annexe sous le numero 
SEQ ID NO: 5 ; la sequence polypeptidique de la chaine 

35 legere lambda codee par cet insert est representee sous 
le numero SEQ ID NO: 6. 
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p) PT.ASMTDE DE TRANSFE RT POUR LA CHAINE LOURDE 
1) mention nlasmide pBCYl 
a- Plasmide de transfert : 

Le plasmide pGml6 [BLANC et al. Virology, 192, 
5 651-654, (1993)] derive d'un plasmide dans lequel a ete 
clone le fragment EcoRI-P du baculovirus AcMNPV contenant 
le gene plO. La quasi-totalite de la sequence codante a 
ete deletee et remplacee par tin site gfllll permettant 
1' insertion de sequences a exprimer sous le controle du 
10 promoteur plO. 

b- Peptide signal : 
La sequence codante de ce peptide est celle d'un gene VH 
de souris (NEUBERGER M.S. , 1983. EMBO J, 2, 1373-1378). 

Elle a ete synthetisee chimiquement sous forme 
15 de brins conplementaires , de maniere a ce qu'elle puisse 
etre inseree dans un site fialll (Figure 1). Les 
conditions d' appariement et de ligation sont identiques a 
celles utilisees pour la chaine legere. 

c- Regions constantes humaines (Cyl) : 
20 Le cDNA de la sequence codante de la region 

Cyl humaine a ete amplifie par ACP en utilisant les 
amorces suivantes : 
♦HuCylBAC (SEQ ID NO : 22) : 
5 1 CAA GGT ACC ACG GTC ACC GTC TCC - 3 1 
25 (site Kpn l souligne) - 

Cette amorce correspond a xone sectuence 
consensus des regions JH murines (extremites 3' des 
regions variables des chaines lourdes murines) , et 
coitprend un site Kdll. 
30 *HuCYlFOR (SEQ ID NO : 23 ) : 

5 1 -G AAGATC TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA G-3 ' 
(site Bal ll souligne) . 

La sequence a ete determinee a partir de 
sequences Cyl humaines. L 1 amorce est conplementaire de 
35 l'extr&ciite 3* des Cyl humaines, et permet de reconstituer 
apres amplif ication un site SalU en aval du codon stop. 
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La matrice utilisee pour amplifier la region 
Cyl humaine est le meme melange d'ADNc que celui utilise 
pour 1* amplif ication des sequences codantes CX 

Le produit d' amplif ication a ete sequence et 
5 clone dans le vecteur de transfert pGml6 portaht la 
sequence codant pour le peptide signal . La construction 
obtenue a ete appelee pBCyl. 

2) Clonaae de la region variable de la chaine 
lourde de l'anticorps P7C2 
10 Le clonage de la region variable V H de la 

chaine lourde de I'anticorps D7C2 a ete realise de la 
maniere suivante : 

La region variable Vjj de la chaine lourde de 
l'anticorps monoclonal IgM-D7C2 a ete amplif iee par ACP 
15 en utilisant : 

- comme matrice 1 1 ADN du plasmide PTZ-V H D7C2 
portant la region variable de la chaine lourde de 
l'anticorps monoclonal IgM-D7C2, 

- une amorce reconstituant 1 * extremite 5 ' des 
20 regions variables de la famille VH4 (OC15-HuVH4) et une 

seconde amorce complementaire de la partie 3 1 des genes 
JH humains (OPP-HuJH) . Ces amorces apportent 
respectivement les sites de restriction enzymatiques £stl 
et Kpn I. 

25 Les sequences nucleotidiques de ces amorces 

sont les suivantes : 

*- OC15-HuVH4 (SEQ ID NO : 24) : 

5 ' - GTC CAA CTG CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG 
TTG AAG CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC - 3 1 
30 (le site Pst I est souligne) 

Cette amorce a ete determinee pour 
reconstituer la sequence codant pour les 14 premiers 
acides amines de la charpente 1 des regions variables de 
la famille VH4 des chaines Xl humaines, qui manquait dans 
35 le plasmide PTZ-V H D7C2. 
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* OPP-HuJH (SEQ ID NO : 25) : 

5 • - TGA GGA GAC GGT GAC CGT GST ACC TTG GC- 3 ' 
(Le site Kon l est souiigne) . 

Cette amorce est cornplementaire de la sequence 

5 consensus a 1'extremite 3' des regions JH humaines et 

comprend un site Ktm l 

La conposition du melange d' amplification est 

la suivante : 

10 \ll de tampon 10X de l'ADN polymerase, 100 
10 ng de plasmide PTZ-VjjD7C2, 4 Jll du melange de 
deoxynucleotides (melange contenant 5 mM dATP + 5 mM dCTP 
+ 5 mM dGTP + 5 mM dTTP, BOEHRINGER) , 75 pmoles de 
1' amorce OC15-HuVH4 et 100 pmoles de 1» amorce OPP-HuJH, 
de DNA polymerase thermostable et eau distillee 
15 q.s-p. 100 

L'amplif ication a ete effectuee en 30 cycles 
successifs d' incubation a 95 # C pendant 30 secondes, 55 *C 
pendant 30 secondes et 72 *C pendant 30 secondes et a ete 
suivie d'une incubation a 72 *C pendant 10 minutes. 

20 Apres anplif ication de la region V H D7C2, une 

digestion £fit I -Kpnl du fragment d' amplif ication obtenu 
(taille environ 360 pb) a ete realisee et le fragment 
obtenu a ete insere entre les sites £atl et Konl du 
plasmide cassette chaine lourde pBCyl pour dormer le 

25 plasmide charge pBYlD7C2. 

La conposition du melange de ligation est la 

suivante : 

2 |ll de tanpon 10X de la ligase (BOEHRINGER), 
20 ng du fragment V1D7C2 traite par les enzymes £fi£I et 
30 ISml, 500 ng du plasmide pBCXl coupe par £s£I et fionl, 
de ligase (BOEHRINGER) et eau distillee q.s.p. 20|ll. 

La ligation et la transformation des bacteries 
E. coli conpetentes sont effectuees comme decrit 
ci-dessus. 

35 Les etapes de construction du plasmide 

pBYlD7C2 sont representees a la Figure 2. 
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La sequence de 1 1 insert du plasmide pBYlD7C2 
qui code pour la chaine lourde gamma 1 d'un anticorps 
r-IgG-D7C2, et pour le peptide signal, est representee 
dans la liste de sequence en annexe sous le numero 
5 SEQ ID NO: 5 ; la sequence polypeptidique de la chaine 
lourde gamma 4' codee par cet insert est representee sous 
le numero SEQ ID NO: 6. 

Example 3 : Construction d»un baculovirus 
recombinant produisant 1' anticorps r-D7C2 
10 a - Insert ion de la chaine legere 

Le plasmide charge pB^D7C2 a ete utilise pour 
co-transfecter des cellules d'insecte avec de 1 1 ADN du 
baculovirus sauvage AcMNPV. 

Les conditions de transfection sont les 
15 suivantes : 500 ng d 1 ADN viral et 4 \ig d* ADN plasmidique 
en presence de 40 [d de DOTAP (BOEHRINGER) dans 3 ml de 
milieu de culture sans serum de veau pour cellules 
d'insectes. La cotransf ection a ete realisee sur 4 x 10 6 
cellules d'insectes Sf9 (ATCC35CRL 1711). Apres quatre 
20 heures de contact a 28 # C, le melange de cotransf ection 
est renplace par 4 ml de milieu de TGV5 (milieu complet 
pour cellules d'insectes avec 5% de serum de veau). La 
culture est continuee pendant 6 jours a 28 *C. 

Le virus produisant la chaine legere de 
25 1' anticorps r-IgG-D7C2 sous le contrSle du promoteur 
polyedrine a ete selectionne dans un premier temps sur 
son incapacite a produire des polyedres, puis sur sa 
capacite a exprimer une chaine legere d' environ 25 kDa 
detectable par Western blot a l'aide d % anticorps anti- 
30 chaine X humaine du commerce (CALTAG, TEBU) . 

L'ADN du virus recombineuit obtenu (appele 
AcMNPV- X.D7C2 ) a 6te prepare a partir des surnageants de 
cellules infectees. 

^ - Insert ion de la rhaine lourde 
35 Le plasmide charge pBYlD7C2 a ete utilise en 

co trans feet ion avec I'ADN du baculovirus modifie AcMNFV-X 
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D7C2. La cotransf ection- a ete realisee avec 500 ng d' ADN 
viral et 5 \ig d' ADN plasmidique , sur cellules Sf 9 . Les 
doubles recombinants ont ete selectionnes par la 
technique de la dilution limite, associee a la technique 
5 ELISA. 

Apres une semaine de culture, le surnageant de 
cotransf ection est dilue (1<T 4 a lO" 10 ) puis distribue en 
plaques de 96 puits sur des cellules Sf9 (100 ^1 de 
surnageant /puits) , apres une heure de contact, 100 \il de 
10 milieu sont rajoutes dans chaque puits. La secretion 
d* immunoglobulines Y 1 est recherchee dans le surnageant de 
chaque puits par ELISA apres une semaine de culture a 
28*C. 

Le test ELISA est realise comme indique ci- 

15 dessous : 

50 ^ll de surnageant de culture de chaque puits 
sont deposes sur une plaque ELISA (NUNC) recouverte 
d' anticorps anti-IgG humaines totales (CALTAG, TEBU) . 
L' adsorption des anticorps anti-IgG (100 *il d'une 

20 dilution 1/2000 par puits) a ete realisee en tampon PBS 
(137 mM NaCl ; 2,7 mM KC1 ; 4,3 iriM Na 2 HP0 4 ; 1,4 mM 
KH 2 P0 4 ) pendant une nuit a 4*C, apres Tine saturation 
prealable pendant une heure a 37*C avec du PBS additionne 
de 5% de serum de veau. Apres l'ajout des surnageants de 

25 cultixre, 50 M-l de PBS additionne de 1% de serum de veau 
et 0,1% de Tween 20 sont rajoutes dans chaque puits. 
L 1 ensemble est incube a 37 *C et trois lavages en PBS 
additionne de 1% de Tween 20 sont effectues. Les plaques 
sont recouvertes d 1 anticorps anti-IgG humaines couples a 

30 la biotine (CALTAG), a raison de 100 ^1/puits d'une 
dilution 1/10 000 faite dans du PBS additionne de 1% de 
serum de veau et 0,1% de Tween 20, pendant une heure a 
37 *C. Apres trois nouveaux lavages, les plaques sont 
incub6es en presence du conjugue strep tavidine/ 

35 phosphatase alcaline (dilution 1/10 000, CALTAG) puis 
revelees par le substrat p-nitrophenyl -phosphate (lmg/ml, 
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SIGMA) dilue en tampon alcalin (9 volumes de solution 
NaCl 3M et 1 volume de tampon Tris-HCl 1M pH 9,6). La 
densite optique de chaque puits est mesuree par 
spec tropho tome trie a 405 nm. Les surnageants des puits 
5 positifs aux dilutions virales les plus fortes sont 
recueillis et conserves. 

L'isolement d'un clone viral recombinant 
exprimant la chaine legere et la chaine lourde est assure 
par deux autres series d' infections en plaques de 96 

10 puits et recherche de l'anticorps par ELISA, suivies d'un 
clonage par la technique des plages de lyse. Le virus 
selectionne a ete baptise AclOHRh-33LRh (313). 

Example 4 : Production et purification de 
l'anticorps monoclonal recombinant r-IgG-D7C2 

15 a) Culture et purification 

Le virus selectionne AclOHRh-33LRh (313) est 
multiplie sur cellules d' insectes Sf9 en milieu TGV2 (2% 
de serum de veau foetal). La concentration d'anticorps 
produit et secrete est evaluee par ELISA ; elle est 

20 d' environ 3 mg/1. 

Une fraction du surnageant viral obtenu est 
concentree 10 f ois a 1 ' aide de concentrateurs CENTRIPREP 
30 (AMICON) , a une vitesse de rotation de 1800 tours par 
minute. Ce concentre est directement utilise pour les 

25 tests d'activite biologique in vitro. La concentration 
d'anticorps recombinant est evaluee a 30 mg/1 dans le 
concentre. 

D' autre part, une fraction (50 ml) de 
surnageant viral est depos^e sur une colonne de 

30 chromatographic de proteine A (gel SEPRACOR) 
prealablement equilibree avec du PBS, afin de purifier 
1'IgGl recombinante. Apres deux rin^ages successifs de la 
colonne avec du PBS et une solution citrate/acide 
citrique 0,1M pH5, 1 ' immunoglobuline est eluee avec une 

35 solution citrate/acide citrique 0,1M pH3 . L'elution est 
suivie en mesurant la DO a 280 nm. Enfin, les fractions 
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recueillies sont neutralises a pH7 avec une solution de 
Tris-HCl pH8 et conservees a 4*C. La solution d' anticorps 
purifie est testee pour l'activite biologique 
. parallelement a la solution concentree. 

5 y>) rnnfr.r Q Ip ^ 1 ' a^pmhlaafi et de la taille 

chainp fi ^'immunoglobulins 

La qualite de l'anticorps produit par le virus 
recombinant Ac 10HRh-33LRh(313 ) a ete contr61ee par 
migration electrophoretique dans un gel SDS-PAGE 12,5% en 
10 utilisant comme temoin une IgGX humaine monoclonale du 
commerce (SIGMA). Cette experience a montre que 
l'anticorps humain non reduit migre au meme niveau que 
l'anticorps humain temoin. Apres reduction par le 
dithiotreitol (DTT) , on observe 1' apparition de deux 
15 sous -unites correspondant aux chaines lourdes et legeres, 
et migrant au meme niveau que les chaines de l'anticorps 
humain contrdle traite de la meme facon. 

Pour conf inner ces resultats, les proteines 
ont ete transferees sur une membrane de nitrocellulose, 
20 et les chaines lourde et legere ont ete detectees par des 
anticorps specifiques anti-IgG ou anti-X humaines. 

Exemple 5 : Activite biologique de l'anticorps 
monoclonal recombinant r-IgG-D7C2 

L'activite biologique de l'anticorps 
25 recombinant a ete mesuree en utilisant le surnageant de 
culture des cellules d'insectes productrices de r-IgG- 
D7C2, concentre 10 fois. Les mesures ont ete effectuees 
par rapport a un anticorps recombinant (IgGl,K) "non- 
pertinent" (irrelevant) dirige contre une proteine autre 
30 que l'antigene Rhesus (contrdle negatif) et produit dans 
les memes conditions en cellules d'insectes, et par 
rapport a l'anticorps monoclonal parental humain IgM-D7C2 
(IgM,X) . 

L'activite biologique de l'anticorps 
35 recombinant r-IgG-D7C2 a ete evaluee : 
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1* Par des tests d* agglutination en tubes, 
avec le surnageant des cultures de cellules d'insectes 
concentre 10 fois (30jig/ml) et un panel de globules 
rouges humains papalnes Rh-positif (Rl/r, Rl/Rl, R2/R2, 
5 Ro/r), et Rh-negatif (r/r) (G.N.R.G.S. ) . 

50- ill de surnageant de culture- concentre, 
contenant r-IgG-D7C2, et 50 ^1 de la suspension a 2% de 
globules rouges ont ete incubes pendant 45 minutes a 
37' ; les agglutinations sont appreciees de + a +++ selon 
10 l'intensite de la reaction. 

Les resultats figurent dans le Tableau I ci- 

dessous. 

TABLEAU I 



15 


GLOBULES ROUGES 
PAPAINES 


Rl/r 


Rl/Rl 


R2/R2 


Ro/r 


r/r 




INTENSITE 


+ 


+ 


+++ 


++ 





Le titre de l'anticorps recombinant r-IgG- 



20 D7C2, estime en incubant le surnageant avec un pool de 
globules rouges Rl/r, traite k la papaine, pendant une 
heure a 37 *C est de l/512eme. 

2 # Par un test d'ADCC : 

* Cellules effectrices (lymphocytes humains) : 
25 La couche mononuclee est recuperee a partir du 

sang peripherique heparine et separe sur gradient de 
Ficoll Hypaque. Les cellules sont incubees a 37*, pendant 
une nuit, dans une boite de culture cellulaire en 
plastique (pour supprimer les monocytes) avec 1% de serum 
30 de veau foetal ; les cellules non adherentes sont ensuite 
recuperees et utilisees pour le test de cytotoxicity a 
raison de 8 x 10^ cellules/ml. 

* Cellules cibles (globules rouges) 

- Le sang veineux de donneurs normaux, de 
35 groupe Rl/Rl (Rhesus positif) et de groupe r/r (Rhesus 
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negatif), est preleve sur citrate, puis les globules sont 
mis en suspension a 2% dans du NaCl et papalnes. 

- Marquage au chrome Cr^l 

20 x 10^ globules rouges papalnes sont incubes 
5 a 37" pendant une heure avec 200^i de Cr 51 , laves 4 fois 
et resuspendus dans du NaCl a 9 pour mille. 

- Test ADCC 

Les experiences sont effectuees en triple, 
incluant les combinaisons suivantes : 
10 globules rouges marques au Cr 51 suspendus 

dans du NaCl a 9 pour mille, pour mesurer le relargage 
spontane du chrome. 

globules rouges marques au Cr 51 , suspendus 
dans de l'eau distillee pour mesurer le relargage maximum 
15 du chrome. 

globules rouges marques au Cr 51 sans 
anticorps, pour mesurer la cytotoxicity eventuelle des 
cellules effectrices. 

globules rouges marques au Cr 51 , 

20 sensibilises avec : 

- l'anti-D recombinant r-IgG-D7C2 ; 

- un anticorps anti-D polyclonal specifique 
(gammaglobulines, CNTS) a titre de controle positif ; 

- 1 1 anticorps recombinant "non -pertinent " , a 
25 titre de controle negatif. 

Les anticorps sont utilises a deux concentrations 
differentes (7,5*ig/ml, 3,5jig/ml). 

Les cellules preparees, effectrices et cibles 
sont distributes dans des microplaques a fond rond de la 

30 maniere suivante : 

50 \il de lymphocytes (8.10 6 cellules/ml) et 
50^11 de la suspension de globules rouges marques au Cr 51 
(8.10 5 cellules/ml) sont mis dans chaque puits avec un 
ratio de 10/1 ; 50 ^1 des dif ferents anticorps sont 

35 ajoutes ensuite pour l 1 etude comparative. 
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La quantite de Cr 51 relargue est mesuree pour chaque 

suspension de globules rouges, et le % de lyse specif ique 

est calcule selon la formule suivante : 

(% relargage d'un test) - (% relargage spontane) 

5 x 100 

(% relargage maximum) - (% relargage spontane) 

Les resultats figurent sur les tableaux II 

(hematies Rl/Rl) et III (hematies r/r) ci-dessous . 



TABLEAU II 



10 




Concentration 
d' anticorps 


% de Lyse 
specif ique 




Lymphocytes + Hematies 




0,65% 


15 


Lymphocytes +• Hematies 
+ Anticorps temoin 
( IgGl ) recombinant 


3,5 lig/ml 


0% 




Lymphocytes + Hematies 


7,5 ng/ml 


76,6% 


20 


+ 

r-IgG-D7C2 


3,5 \ig/ml 


93,3% 




Lymphocytes + Hematies 
+ Anti-D polyclonal 
(y globulines) 


7,5 \ig/ml 
3,5 fig/ml 


66,9% 
76,0% 
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TABLEAU III 







Concentration 
d' anticorps 


% de Lyse 
specif ique 


5 


Lymphocytes + Hematies 




0,76% 




Lymphocytes + Hematies 
+ Anticorps temoin 
( IgGl ) recombinant 


3,5 ^ig/ml 


0% 


10 


Lymphocytes + Hematies 


7,5 \ig/ml 


1,3% 




+ 

r-IgG-D7C2 


3,5 ^ig/ml 


0% 


15 


Lymphocytes + Hematies 
+ Anti-D polyclonal 
(y globulines) 


7,5 Jig/ml 
3,5 ng/ml 


0% 

0,1% 



Ces r^sultats montrent que 1' anticorps r-IgG- 
D7C2 induit une lyse specif ique des hematies Rh-positif 
Rl/Rl- . 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

U) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITCJT PASTEUR 

(B) RUE: 28, RUE DU DOCTEUR ROUX 

(C) VILLE: PARIS 

<D) ETAT OU PROVINCE: - 

<E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75724 CEDEX 15 

(A) NOM: PROTEINE PERFORMANCE - SOCIETE ANONYME 

(B) RUE: ROUTE D 1 ALES 

(C) VILLE: SAINT CHRISTOL-LES-ALES 
<D) ETAT OU PROVINCE: - 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30380 

(A) NOM: EDELMAN LENA 

<B) RUE: 6 RUE FESSART 

<C) VILLE: BOULOGNE 

(D) ETAT OU PROVINCE: - 
<E) PAYS: FRANCE 

<F) CODE POSTAL: 92100 

(A) NOM: MARGARITTE CHRI5TEL 

<B) RUE: 16 RUE CHARLES DE GAULLE 

(C) VILLE: CHATENAY -MALABRY 

(D) ETAT OU PROVINCE: - 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92290 

{A) NOM: KACZORECK MICHEL 

(B) RUE: 81 BOULEVARD DE LA LIRONDE 

(C) VILLE: MONTFERRIER 

(D) ETAT OU PROVINCE: - 

(E) PAYS: FRANCE 

<F) CODE POSTAL: 34980 

(A) NOM: CHAABIHI HASSAN 

(B) RUE: 30B AVENUE JULES GUESDE 

(C) VILLE: ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: - 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30100 

<ii) TITRE DE L' INVENTION: OBTENTION D'UN ANTICORPS MONOCLONAL RECOMBINANT 
A PARTIR D'UN ANTICORPS MONOCLONAL HUMAIN ANTI-RHESUS D r SA PRODUCTION EN 
CELLULES. D'INSECTE, ET SES UTILISATIONS . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 25 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
{B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 <OEB) 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 312 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ix) CARACTER I STI QUE : 
(A) NOM/CLE: CDS 

!d| S^S E ]SRMATIONS:/product= -Immunoglobulin Variable 
Region" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_f eature 

(B) EMPLACEMENT: 67 . . 99 

(D) AUTRES INFORMATIONS : / labe 1= CDR1 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_f eature 

(B) EMPLACEMENT: 145. . 165 

(D> AUTRES INFORMATIONS : / labe 1= CDR2 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_£eature 

(B) EMPLACEMENT : 2 62 . .279 

(D) AUTRES INFORMATIONS:/ labe 1= CDR3 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 1: 

GAC ATC GAG CTC ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG 48 
Sp lie Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin 
- 5 10 is • 



1 



ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA ACC TAT TAT GCA 
Tta Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Thr Tyr Tyr Ala 



96 



20 



AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCA CCT GTA CTT GTC ATC TAT 144 
Sr S ™ Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr 

40 



35 



GGT AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC TCC 
S5 i£ A^n £n Arg Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 



50 



AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG GCG GAA 
sfr S AS" Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu 

70 



65 



r , T gag GCT GAC TAT TTC TGT AAC AGC GGT GGG AAG GTG TTC GGC GGA 
G^u Ala Asp Tyr Phe Cys Asn Ser Gly Gly Lys Val Phe Gly Gly 
85 90 



GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT 
Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
100 



192 



240 



288 



312 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

<i) CARACTER I STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 104 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Asp lie Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin 
1 5 10 15- 

Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Thr Tyr Tyr Ala 
20 25 30 

Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr 
35 40 45 

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 
50 55 60 

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin Ala Glu 
65 70 75 80 

Asp Glu Ala Asp Tyr Phe Cys Asn Ser Gly Gly Lys Val Phe Gly Gly 
85 90 95 

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
100 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 69 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ix) CARACTER I STIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .369 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product= "Immunoglobulin Variable 
Region" 

(ix) CARACTER I STI QUE : 

(A) NOM/CLE: misc_feature 

(B) EMPLACEMENT: 91. .105 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /label= CDR1 

(ix) CARACTER I STI QUE : 

(A) NOM/CLE: misc_feature 

(B) EMPLACEMENT: 148. .195 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /label= CDR2 

(ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: misc_feature 

(B) EMPLACEMENT : 2 92 . .336 

(D) AUTRES INFORMATIONS: / label = CDR3 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CAG GTC CAA CTG CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAG CCT TCG GAG 
S.G^ Leu Gin Gin Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 
105 110 

arr rrr TCC CTC ACC TGC ACT GTC TAT GGT GGG TCC TTC AGT GGT TAC 
£r £u fer 2S t£ Ss Thr Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 
125 130 1J3 

TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT 
^r Trp Ser Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp lie 
140 145 1 

GGG GAA ATC AAT CAT AGT GGA AGC ACC AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG 192 
§5 S His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

* 1S S 16° 165 

APT PGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG 
Ser i£ lie Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu 

170 I 75 180 



TGG GGC CAA GGT ACC ACT GTC ACC GTC TCC TCA 
Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
220 225 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 123 acides amines 
(B> TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Gin Val Gin Leu Gin Gin Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 
1 5 10 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 
20 25 JU 

Tyr Trp Ser Trp He Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp lie 
35 40 

Gly Glu lie Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 
SO 55 60 

Ser Arg Val Thr lie Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu 

65 7 0 

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 



48 



96 



144 



240 



288 



AAA CTG AAC TCT GTC ACC GCC GCG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG 

Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala . 
"Jc 190 1" 

AGG GCC CCA GAG TAT AAA TGG AAG TAT CAT GGG GAC TGG TTC GAC CCC 336 
Arg S Pro Sfe Sr Lys Trp Lys Tyr His Gly Asp Trp Phe Asp Pro 

* 205 210 ^1^> 



369 
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Arg Ala Pro Glu Tyr Lys Trp Lys Tyr His Gly Asp Trp Phe Asp Pro 
100 105 HO 

Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
115 120 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 716 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



<ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .716 

<ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: sig_peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .57 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: mat_peptide 

(B) EMPLACEMENT: 58 . .716 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product = •Immunoglobulin, Light 
Chain" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT 
Met Gly Trp Ser Cys He He Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly 
-19 -15 -10 -5 



48 



GTC CAC TCC GAC ATC GAG CTC ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC 96 
Val His Ser Asp He Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala 
1 5 10 

TTG GGA CAG ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA ACC 144 
Leu Gly Gin Thr Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Thr 
15 20 25 

TAT TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCA CCT GTA CTT 192 
Tvx TVr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu 
30 35 40 45 

GTC ATC TAT GGT AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC 240 
Val He Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe 
50 55 60 

TCT GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT 288 
Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala 
65 70 75 

CAG GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT TTC TGT AAC AGC GGT GGG AAG GTG 336 
Gin Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Phe Cys Asn Ser Gly Gly Lys Val 
80 85 90 

TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT CAG CCC AAG GCT GCC 384 
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gin Pro Lys Ala Ala 
95 100 105 
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CCC TCG GTC ACT CTG TTC CCG CCC TCC CTC GAG GAG CTT CAA GCC AAC 432 
Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Leu Glu Glu Leu Gin Ala Asn 
110 115 120 125 

AAG GCC ACA CTC GAG GAG CTT CAA GCC AAC AAG GCC ACA CTA GTG TGT 480 
Lys Ala Thr Leu Glu Glu Leu Gin Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys 
130 135 140 

CTG ATC AGT GAC TTC TAC CCG GGA GCT GTG ACA TTG GCT TGG AAG GCA 528 
Leu lie Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Leu Ala Trp Lys Ala 
145 150 155 

GAT GGC AGG CCC GTC AAG GCG GGA GTG GAG ACC AAC AAA CCC TCC AAA 576 
Asp Gly Arg Pro Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Asn Lys Pro Ser Lys 
160 165 170 

CAG AGC AAC AAC AAG TAC GCG GCC AGC AGC TAC CTG AGC CTG ACG CCC 624 
Gin Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro 
175 180 185 

GAG CAG TGG AAG TCC CAC AGA AGC TAC AGC TGC CAG GTC ACG CAT GAA 672 
Glu Gin Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gin Val Thr His Glu 
190 195 200 205 

GGG AGC ACT GCA GAG AAG ACG GTG GCC CCT GCA GAA TGT TCA TA 716 
Gly Ser Thr Ala Glu Lys Thr Val Ala Pro Ala Glu Cys Ser 
210 215 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 238 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Met Gly Trp Ser Cys lie lie Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly 
-19 -15 -10 -5 

Val His Ser Asp lie Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala 
15 10 

Leu Gly Gin Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Thr 
15 20 25 

Tvt Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu 
30 35 40 45 

Val He Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe 
50 55 60 

Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala 
65 70 75 

Gin Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Phe Cys Asn Ser Gly Gly Lys Val 
80 85 90 

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gin Pro Lys Ala Ala 
95 100 105 

Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Leu Glu Glu Leu Gin Ala Asn 
110 115 120 125 
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Lys Ala Thr Leu Glu Glu Leu Gin Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys 
130 135 140 

Leu lie Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Leu Ala Trp Lys Ala 
145 150 155 

Asp Gly Arg Pro Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Asn Lys Pro Ser Lys 
160 165 170 

Gin Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro 
175 180 185 

Glu Gin Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gin Val Thr His Glu 
190 195 200 205 

Gly Ser Thr Ala Glu Lys Thr Val Ala Pro Ala Glu Cys Ser 
210 215 

<2> INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1418 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .1418 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) . NOM/CLE: sig^peptide 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .57 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: mat_peptide 

(B) EMPLACEMENT: 58. . 1418 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /product = "Immunoglobulin, Heavy 
Chain- 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT 48 
Met Gly Trp Ser Cys lie lie Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly 
-19 -15 -10 -5 

GTC CAC TCC CAG GTC CAA CTG CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TIG AAG 96 
Val His Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys 
1 5 10 

CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TAT GGT GGG TCC TTC 144 
Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Tyr Gly Gly Ser Phe 
15 20 25 

AGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG 192 
Ser Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
30 35 40 45 

GAG TGG ATT GGG GAA ATC AAT CAT AGT GGA AGC ACC AAC TAC AAC CCG 240 
Glu Trp He Gly Glu He Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro 
50 55 60 
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TCC CTC AAG ACT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG 
Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr He Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin 

70 '5 



288 



65 



TTC TCC CTC AAA CTC AAC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCT GTG TAT 336 
Phe Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr 
80 85 90 

TAC TGT GCG AGG GCC CCA GAG TAT AAA TGG AAG TAT CAT GGG GAC TGG 384 
Tyr Cys Ala Arg Ala Pro Glu Tyr Lys Trp Lys Tyr His Gly Asp Trp 
95 100 105 

TTC GAC CCC TGG GGC CAA GGT ACC ACT GTC ACC GTC TCC TCA GCC TCC 432 
Phe Asp Pro Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 
HO 115 120 125 

ACC AAG GGC CCA TCG GTC TTC CCC CTG GCA CCC TCC TCC AAG AGC ACC 480 
Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr 
130 135 140 

TCT GGG GGC ACA GCG GCC CTG GGC TGC CTG GTC AAG GAC TAC TTC CCC 528 
Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 
150 155 



145 



GAA CCG GTG ACG GTG TCG TGG AAC TCA GGC GCC CTG ACC AGC GGC GTG 576 
Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 
160 165 170 

CAC ACC TTC CCG GCT GTC CTA CAG TCC TCA GGA CTC TAC TCC CTC AGC 624 
His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 
175 180 185 

AGC GTG GTG ACC GTG CCC TCC AGC AGC TTG GGC ACC CAG ACC TAC ATC 672 
Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He 
190 195 200 205 

TCC AAC GTG AAT CAC AAG CCC AGC AAC ACC AAG GTG GAC AAG AAA GCA 720 
Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Ala 
J 210 215 220 

GAG CCC AAA TCT TGT GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC CCA GCA 768 
Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala 
225 230 235 

CCT GAA CTC CTG GGG GGA CCG TCA GTC TTC CTC TTC CCC CCA AAA CCC 816 
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 
240 .245 250 

AAG GAC ACC CTC ATC ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA TGC GTG GTC 864 
Lys Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 
255 260 265 

GTC GAC GTC AGC CAC GAA GAC CCT GAG GTC AAG TTC AAC TCG TAC GTC 912 
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 
r 275 280 28b 



270 



GAC GGC GTC GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA AAG CCG CGG GAG GAG CAG 
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin 
290 295 300 

TAC AAC AGC ACG TAC CGG GTC GTC AGC GTC CTC AAA GTC CTC CAC CAG 
Sr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Lys Val Leu His Gin 
305 310 315 



960 



1008 
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GAC TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCC 1056 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala 

320 325 330 

CTC CCA GCC CCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AAA GGG CAG CCC 1104 
Leu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro 
335 340 345 

CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC 1152 
Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr 
350 355 360 * 365 

AAG AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAT CCC AGC 1200 
Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 
370 375 380 

GAC ATC GCC GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC 1248 
Asp He Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr 
385 390 395 

AAG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TTC CTC TAC 1296 
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 
400 405 410 

AGC AAG CTC ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTC TTC 1344 
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe 
415 420 425 

TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG 1392 
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys 
430 435 440 445 

AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT AAA TG 1418 
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
450 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 472 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Met Gly Trp Ser Cys He He Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly 
-19 -15 -10 -5 

Val His Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys 
15 10 

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Tyr Gly Gly Ser Phe 
15 20 25 

Ser Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp He Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
30 35 40 45 

Glu Trp He Gly Glu He Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro 
50 55 60 

Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr He Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin 
65 70 75 
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Phe Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala 
80 85 90 

Tyr Cys Ala Arg Ala Pro Glu Tyr Lys Trp Lys Tyr His Gly 
95 100 10 5 

Phe Asp Pro Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
HO 115 120 

Thr Lys Gly Pro Ser Val -Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 
130 * 135 

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 
145 150 155 

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 
160 I 65 170 

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 
175 180 185 

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr 
190 195 200 

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 
210 215 

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 
225 230 235 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 
240 245 250 

Lys Asp Thr Leu Met He Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 
255 260 265 

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 
270 275 280 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 
290 295 



Val Tyr 

Asp Trp 

Ala Ser 
125 

Ser Thr 
140 

Phe Pro 

Gly Val 

Leu Ser 

Tyr He 
205 

Lys Ala 
220 

Pro Ala 
Lys Pro 
Val Val 



Tyr Val 
285 

Glu Gin 
300 



Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg. Val Val Ser Val Leu Lys Val Leu 
305 . 31° 315 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 
320 325 

Leu Pro Ala Pro He Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys Gly 
335 340 345 

Arq Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 
350 355 360 

Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
370 375 

Asp He Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn 
385 390 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 
400 405 410 

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn 
415 420 425 



His Gin 

Lys Ala 

Gin Pro 

Leu Thr 
365 

Pro Ser 
380 

Asn Tyr 
Leu Tyr 
Val Phe 
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Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys 
430 435 440 445 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
450 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID UO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: -24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C). NOMBRE DE BR INS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CCTCAGTGAA GGTCTCCTGC AAGG 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
TCCTGCGCTG GTGAAAGCCA CACA 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 23 paires de, bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
GGTCCCTGAG ACTCTCCTGT GCA 23 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
TCGGAGACCC TGTCCCTCAC CTGCA 25 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 13: 
CGCTGTCTCT GGTTACTCCA TCAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAAAAGCCC GGGGAGTCTC TGAA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID' NO: 15: 
CCTGTGCCAT CTCCGGGGAC AGTG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGTCTGTGC TGACTCAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
CACACYAGTG TRGCCTGGTT 



20 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 3 0 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
CCTGTCAGAT CTATGAACAT TCTGTAGGGG 30 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

CCGCCCTCCC TCGAGCTTCA A 21 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
{B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
CASTCTGAGC TCACKCAG 18 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TTGAAGCTCG AGGGAGGGCG GGAA 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
CAAGGTACCA CGGTCACCGT CTCC 



24 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(CJ NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
GAAGATCTCA TTTACCCGGA GACAGGGAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
GTCCAACTGC AGCAGTGGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT CGGAGACCCT GTCCCTC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

{C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TGAGGAGACG GTGACCGTGG TACCTTGGC 



29 
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REVINDICATIONS 
1) Fragment d'ADN, caracterise en ce qu'il est 
choisi dans le groupe constitue par : 

- un fragment d'ADN qui code pour le domaine 
5 variable de la chaine legere de l'anticorps monoclonal 

D7C2 ; 

- un fragment d'ADN qui code pour le domaine 
variable de la chaine lourde de l'anticorps monoclonal 
D7C2 . 

10 2) Cassette d' expression caracterisee en ce 

qu'elle comprend au moins un fragment d'ADN selon la 
revendication 1, place sous controle transcriptional 
d'un promoteur de baculovirus. 

3) Cassette d' expression selon la 
15 revendication 2, caract6ris6e en ce qu'elle comprend les 

Elements permettant 1' expression de la chaine lourde ou 
de la chaine legere d'un anticorps monoclonal recombinant 
denomme r-D7C2, lesdits elements etant constitues par : 

- un promoteur de baculovirus, sous controle 
20 transcriptional duquel sont places : 

- une sequence codant pour un peptide signal 
de secretion ; et 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine legere de l'anticorps monoclonal D7C2 et une 

25 sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
legere d'une immunoglobuline ; ou bien 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine lourde de l'anticorps monoclonal D7C2 et une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 

30 lourde d'une immunoglobuline, 

4) Cassette d' expression selon la 
revendication 2, caracterisee en ce que la sequence 
codant pour le domaine constant de la chaine legere ou de 
la chaine lourde d' immunoglobuline est une sequence 

35 d'origine humaine. 
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5) Cassette d' expression selon une quelconque 
des revendications 2 a 4, caracterisee en ce que le 
promo teur de baculovirus est le promo teur de la 
polyedrine ou l'un de ses derives, ou bien le promoteur 

5 de la plO ou l'un de ses derives. 

6) • Vecteur recombinant, caracterise en ce 
qu'il comprend au mo ins un fragment d'ADN selon la 
revendication 1. 

7) Vecteur recombinant selon la revendication 
10 6, caracterise en ce qu'il comprend au moins une cassette 

d' expression selon une quelconque des revendications 2 a 
5. 

8) Vecteur recombinant selon la revendication 

7, caracterise en ce qu'il constitue un vecteur de 
15 transfert, portant un insert comprenant : une cassette 

d' expression selon une quelconque des revendications 2 a 
4, et de part et d' autre de cette cassette, des sequences 
de baculovirus homologues de celles des regions f lanquant 
la portion du genome de baculovirus en remplacement de 
20 laquelle on souhaite inserer ladite cassette. 

9) Vecteur de transfert selon la revendication 

8, caracterise en ce que lesdites sequences de 
baculovirus sont homologues de celles des regions 
f lanquant le gene de la plO, ou homologues de celles des 

25 regions f lanquant le gene de la polyedrine, 

10) Vecteur de transfert selon la 
revendication 9, caracterise en ce que la cassette 
d' expression contenant le gene codant pour la chaine 
legere de l'anticorps r-D7C2 est flanquee des regions 

30 entourant le gene de la polyedrine dans le baculovirus 
sauvage, et la cassette d' expression portant le gene 
codant pour la chaine lourde de l'anticorps r-D7C2 est 
flanquee des regions entourant le gene PlO dans le 
baculovirus sauvage. 
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11) Baculovirus recombinant caracterise en ce 
qu'il comprend au moins une cassette d' expression selon 
une quelconque des revendications 2 a 5, 

12) Baculovirus recombinant selon la 
5 revendication 11, caracterise en ce qu'il comprend une 

cassette d' expression comprenant la sequence codant pour 
la chaine H de l'anticorps r-D7C2, et une cassette 
d' expression comprenant la sequence codant pour la chaine 
L de l'anticorps r-D7C2. 

10 13) Baculovirus recombinant selon la 

revendication 12, caracterise en ce que le promoteur 
controlant la transcription de la sequence codant pour la 
chaine L de l'anticorps monoclonal r-D7C2, et le 
promoteur controlant la transcription de la sequence 

15 codant pour la chaine H de l'anticorps monoclonal r-D7C2, 
sont deux promoteurs differents. 

14) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 13, caracterise en ce que l'un desdits 
promoteurs est situ6 a 1 ' emplacement occupe chez le 

20 baculovirus sauvage, par le promoteur de la polyedrine et 
1* autre est situe a 1 ' emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la P10. 

15) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications 11 a 14, caracterise en ce 

25 que la transcription de la sequence codant pour la chaine 
legere de 1 ' anticorps r-D7C2 est sous controle du 
promoteur de la polyedrine ou de l'un de ses derives, et 
la transcription de la sequence codant pour la chaine 
lourde de l'anticorps r-D7C2 est sous contr61e du 

30 promoteur de la P10 ou de l'un de ses derives. 

16 ) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications 12 a 14, caracterise en ce 
que la sequence codant pour ' le peptide signal associe a 
la chaine L de l'anticorps monoclonal r-D7C2, et la 

35 sequence codant pour le peptide signal associe a la 
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chaine H de l 1 anticorps monoclonal r-D7C2, sont deux 
sequences differentes. 

17) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 16, depose le 19 aout 1994 , aupres de la 
5 C.N. CM., sous le numero 1-1468. 

18 } Cellules d'insecte infectees avec un 
baculovirus recombinant selon une guelconque des 
revendications 11 a 17. 

19) Procede de preparation d'un anticorps 
10 monoclonal recombinant, caracterise en ce qu'il comprend 
une etape au cours de laquelle l'on cultive des cellules 
d , insecte selon la revendication 18, et une etape au 
cours de laquelle l'on obtient ledit anticorps a partir 
du milieu de culture. 
15 20) Anticorps monoclonal recombinant, 

caracterise en ce que ses domaines variables ont la 
sequence des domaines variables de 1* anticorps monoclonal 
D7C2 . 

21) Anticorps monoclonal recombinant selon la 
20 revendication 20, caracterise en ce qu'il est susceptible 

d'etre obtenu par un procede selon la revendication 19. 

22) Anticorps monoclonal recombinant selon une 
quelconque des revendications 20 ou 21 caracterise en ce 
que la sequence polypeptidique de sa chaine legere et la 

25 sequence polypeptidique de sa chaine lourde sont des 
sequences humaines. 

23) Anticorps monoclonal recombinant selon une 
quelconque des revendications 20 a 22 caracterise en ce 
qu'il appartient a la classe des IgG. 

30 24) Utilisation d'un anticorps monoclonal 

recombinant selon une quelconque des revendications 20 a 
23 pour l'obtention de medicaments. 
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